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大腿二頭筋 より調製 した筋衛星細胞、 また、その筋組織および細胞 より抽
出 した全RNAをcDNA塩 基配列の決定および発現解析の材料 とし、培養
一152一
細胞の分化誘導を無血清培地への培地交換によ り行った。
2。 ウ シ 筋 分 化 調 節 因 子 群 のcDNA塩 基 配 列 の 決 定 と 、 骨 格 筋 各 部
位 お よ び 初 代 培 養 筋 衛 星 細 胞 に お け る 発 現
本研 究 で は 、 未 決 定 の ウ シMRF群(Myf5、MyoD、myogeni11、MRF4)
のcDNA塩 基 配 列 を決 定 し、 そ の ウ シ骨 格 筋 各 部 位 ま た は初 代 培 養 筋 衛
星 細 胞 に お け る 発 現 様 式 に つ い てreverse-transcrlbedpo]ymerasechain
reaction(RT-PCR)によ り検 討 した(表 ユ)。
ウ シMyoD、myogellln、MRF4の他 哺 乳 類 動物 種 との相 同性 は そ れ ぞ れ
ア ミノ酸 レベ ル で87、9ユ、93%以上 を 示 した(表2)。RT-PCRに よ り筋
組 織 で は4因 子 とも に発 現 が 認 め られ た が 、 特 にmyogeninとMRF4の発
現 量 が高 く、Myf5の発 現 量 が低 か っ た(図1)。Myf5、MyoDに つ い て は
骨 格 筋 部 位 間 で 発 現 量 の 有 意 な 差 が 認 め られ た(図2)。 増 殖 中の 筋 衛 星
細 胞 で は、Myf5とMyoDの 発 現 が認 め られ 、 経 時 的 にMyoDとmyogenln
の 発 現 量 が徐 々 に増 加 した(図1)。 そ の 後 、Myf5とMyoDの 発 現 上 昇
が抑 制 さ れ た の に対 し、myogeninの発 現 量 が 急 激 に増 加 し、 分 化 誘 導1
日 目以 降 か らはMRF4の 発現 量 が 急激 に増 加 しは じめ た 。 この こ とか ら、
ウ シ培 養 筋 衛 星 細 胞 で のMyf5ま た はMyoD一今myogenin→MRF4とい う
MRF群 活 性 化 の カ ス ケ ー ドが考 え られ た 。 ま た、 骨 格 筋 部 位 間 に み られ
るMyf5とMyoDの 発 現 に は筋 線維 型 との相 関 が あ る こ とが 明 らか に な っ
た 。








myosinheavychain(MyHC)、速 筋 型 お よび 遅筋 型troponinT(TnT)の発
現 が 抑 制 され た(図3、 表3)。 一方 、Myf5アンチ セ ンス オ リゴDNA
(AS-myf)添加 区 で は、 筋 管形 成 とMRF4の 発 現 は 抑 制 され た もの の他
の 各 因子 の 発現 が抑 制 され な か っ た(図3、 表3)。 図4の よう にAS-mD
の 添 加 時 期 を0(分 化 誘 導 時)～2EI目 また は2～4日 目に 限定 した場 合 に
は培 養 細 胞 で 定 常 的 に発 現 して い るα4integrinの発 現 が 抑 制 され な か っ た
が 、筋 管 形 成 とTnTの 発 現 は0～2日 目で 添 加 した場 合 にの み 抑制 され た。
この 研 究 か ら、 ウ シ筋 衛 星 細 胞 の筋 分 化 にお け るMyf5とMyoDの 役 割 と
そ の 相違 が 明 らか にな っ た。
4.ウ シ α4i皿teg凶nのcDNA塩基 配 列 の 決 定 と初 代 培 養 筋 衛 星 細 胞
に お け る発 現
本 研 究 で は、 筋 管 形 成 に 重 要 な ウシα4integrinのcDNA塩基 配 列 を決 定
し、 ウシ初 代 培 養 筋 衛 星 細 胞 系 の筋 管 形 成 にお け るα4integrinの発 現 解
析 をRT-PCR法ま た は蛍 光 抗 体 染 色 法 に よ り検 討 した 。
決 定 さ れ たα4inlegrinのcDNA塩基 配 列 は1033アミノ酸 を コー ドし(図
5)、ア ミノ酸 配 列 には マ ウス 、 ヒ トとそ れ ぞれ8ユ,1、85.9%の相 同性 が
認 め られ た 。 α4hltegrinは、RT-PCRと蛍光 抗 体 染 色 の結 果 か ら筋 組 織 で
ほ とん ど発 現 せ ず培 養 筋 衛 星 細 胞 の増 殖期 か ら筋 管 形 成 期 にか けて定 常 的
に発 現 す る こ とが 明 らか とな り(図6)、 筋管 形 成 前 の ウシ筋 衛 星細 胞 に
お いて α4integrinが筋 分 化 制 御 に関 与 す る可能 性 が 示 唆 され た 。 また、 分
化 後 で は筋 管 で 強 い 発 現 が み られ る こ とか ら、 α4illtegri11が筋 管 の成 熟 に
重 要 な の 役 割 を担 う と考 え られ た。






式 を検 討 す る こ とに よ り骨 格 筋形 成 にお いて 重 要 な分 子 種 の 特 定 を試 み た 。
RT-PCRによ り、 培 養 細胞 と筋 組 織 で2種 のVCAM-1ア イ ソ フ オー ム
(VCAM-7D、VCAM-6D△7)の発 現 を検 出 した。塩 基 配 列 の 決 定 に よ り、
2種 の ア イ ソ フ ォー ム 問 の違 い は第7免 役 グ ロ ブ リン様(lg)ド メ イ ンの
有 無 で あ る こ とが半1」明 し、 そ れ ぞれ のcDNAは739、650ア ミノ酸 を コー
ドして い た(図7、8)。 分 子 全 長 ア ミ ノ酸 配 列 で 比較 す る と、 ヒ ト、 ブ
タ、 マ ウス 、 ラ ッ トとの 間で70%以 上 の相 同性 を有 して い た 。RT-PCRの
結 果 か ら、VCAM-1は筋 組 織 、 培 養 筋 衛 星 細 胞 の増 殖 期 、 筋 管 形 成 期 の
い ず れ の段 階 で も発 現 して い たが 、 一 貫 してVCAM-7Dの 発 現 割 合 が高 か
っ た(図9)。 さ らに、 血 管 内 皮細 胞 、 腎 上 皮 細 胞 、 リンパ節 上 皮 細 胞 、
リンパ 球B細 胞 の 各 ウ シ細 胞 株 にお け るVCAM一ユの発 現 を骨 格 筋 細 胞 の
場 合 と比 較 した と こ ろ、VCAM-7Dを発 現 して い た の は 骨格 筋 細 胞 の み で
あ っ た(図10)。 これ らの結 果 か ら、VCAM-7Dが ウ シ筋 衛 星 細 胞 の筋 管
形 成 と骨 格 筋 組 織 の維 持 に 重要 な役 割 を果 た す こ とが示 唆 され た 。
6.α41耐eg直nまた はVCAM・1の 機 能 阻 害 が ウ シ初 代 培 養 筋 衛 星 細
胞 の 分 化 に 及 ぼ す 影 響
本 研 究 で は、 抗 α4integrin抗体 また は 抗VCAM一ユ抗 体 を添 加 して 両 因子
の 機 能 を阻 害 す る こ とで、両 因子 の筋 分 化 に お け る役割 につ い て検 討 した 。
抗 α4integrinまたは抗VCAM一ユ抗 体 を筋 衛 星 細胞 培 養 系 に添加 す る と、
分 化 誘 導 後4日 目で筋 管 形 成 が抑 制 され た(図11)。 抗 α4integ血抗 体 の
添 加 区 で 、 分 化 誘 導 後2日 目に は上 流 のMyoDとMyf5の 発現 に変化 が な
か った が 、4日 目で発 現 が増 加 す る傾 向が 認 め られ た(図 ユ2)。Myogenin、
MRF4、MyHqsTnTの 発 現 に は影 響 が み られ な か っ た・ 抗 α4illtegrinま
た は抗VCAM一ユ抗 体 の 添加 時 期 を筋 管形 成 前 の0(分 化 誘 導 時)～2日 目
に 限定 した場 合 、4日 目に筋 管 形 成 が抑 制 さ れ た(図1ユ)。 また、 両抗 体
の添 加 を2～4日 目 に限 定 した場 合 、 筋 管 形 成 は抑 制 さ れ な か っ た。 この
研 究 か ら、α4integrinとVCAM4が細 胞 融合 前 で筋 管 形 成 を制 御 し、ま た、

















表1.ウ シ筋 分化調節 因子群 のcDNA塩 基配列、ア ミノ酸 配列 とRT-PCRによ り増幅 した領域.




















表2.ウ シMyoD、myogenin、MRF4アミノ酸配列の他動物種 との相 同性.
配列の相同性(%)
MyoD myogenm MRF4
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図2.ウ シ 骨 格 筋 各 部 位 に お
け るMyf5、MyoD、Myosin
heavychain(MyHC)アイ ソ
フ ォ ー ム の 発 現(左)。RPL7:
虹bosomalproteinL7(内部 標
準).MyHC-slowは 遅 筋 型
MyHC,MyHC-2a,MyHC-
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RpL7:dbosomalpmteinL7chain(内部 標 準)、MyHC:胚 型myosinheavychain、fTnT、sTnT:速筋
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図6,ウ シ初代培養筋衛星細胞 にお ける
α4integrinの発現 経 時変化.左:蛍 光














284了GT㏄貞0鴫C猷mG㎜ 丁触(幽 σGG《G馴 丁⊂⊂駄6丁鰯 脚 ⊂鵬σ
Lご7Aヱ`κ ρ κkと β κ 貞1尺 ソ ε1γ
卸4㎝CTcrMO侃7CC轍6ハ丁T仏η了6《訂縦`C`Cひ鵬α訂C6鱗 ㏄甑cr靹
SFSKOPEIHLSSPPEVGKPV134
姻 ひ研㎝ 瑚 ⊂㎝ 区α㎝ ㎝A⊂ ⊂ひm嚥GO㎝ 猷TA㎝m砿
TVT⊂SVPDVYPFERしEIELLユ 麟
幅 畝"⊂ ⊂研C⊂㎝ 鵬 ㎝ αし鰍 αTT⊂T6頓G⊂CTTU6嫌G〔C甑GG
KGNRPNKVQOFLEPSEKKAQ174
5Z4購G㎝G倣C研 倣C㎝ αCG⊂σAσ㎝ 駄鱗 岨 蜘 仏㎝ ㎝G
ETKSLDVTFSPTDEDIGTAL1餌








75唱C《C㎝πσσ㈲0じ賦㎜ πハ6へG嫡7鰍C`㎜5σ 亡㎝ σ鰯 丁ξ
p陸 エL胃5KKLDNG閥RqLLSENZ74
824㎝ σσひσπMπrσ ムT6ムGG⑬猟6柵CT㏄6颪㎜T研 研6T㎝6鋤









晒4crσ ㎝ τ66㎝Tσ倣㎝ 研畝徽TC㎝ 研C"crr猷⊂CCT6妬⊂⊂α6丁畝
PL阿q鯉Vk～E6S匠5τLτLsPV3μ












醐m⊂ ⊂砥 ㎝ ㎝ 畝σ⊂T釦TC歳σGAαTGO㎜ ㎜ 訂㎝
KIFAq工`D5サ5LTCSTT6⊂E鱗





































































































ノ酸配列.下 線部はPCRで増幅 した領域.太 字はプライマ
一 〇
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図9.ウ シ初代 培養 筋衛星細胞 におけ るα4














図10.ウ シ各種細胞 にお けるVCAM-1の発現
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図12.抗 α4integゴn抗体 の添加が ウシ初代
培 養筋 衛星 細胞 の各 因子 の発現 に及ぼす影
響.分 化誘 導後4日 目の筋 分化 調節 因子群

























図13。 ウシ筋衛星細胞 の筋 分化 にお ける各因子 の制 御の相互 関係.実 線矢印 は本研究 で確認で きた正 の
制御 、点線矢印は他 の知見か ら考え られている正の制御 、バー付 きの実線は負の制御 を示す.MyHCemb:
胚型myosinheavychain、frnTおよび 訂nT:速筋お よび遅筋型 仕oponinT.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
食 肉の量 的 ・質的向上 に関 して,筋線維 の出生後 の再生や維持 に寄与す る筋衛星細胞 の活性化,増 殖,
分化 の仕組 み を解 明 し,そ の能力 を最大 限引き出す ことは畜産研 究に とって重要な課題 の一つで ある。
本 研究 は筋衛 星 細胞 の筋 終末 分化 過程 の筋 分化 調節 因子(MRF)群,細 胞接 着 分子(α4integrin,
VCAM-1)の分子構 造 と役割 を ウシ筋衛 生細胞 の培養i系を確立 して分子細胞 生物学的 に解析 した もの
である。
は じめに,未 決定 の ウシMRF群(MyoD,myogeniロ,MRF4)のcDNA塩基配列 を決定 し,各 部位
の骨格筋 と初代 培養筋衛 星細胞 にお ける発 現様 式 につ い て解析 す る こ とに よ り,筋 組 織 ではすべ て
のMRF群 の発 現 が認 め られ,myogeninとMRF4の発 現量 が高 く,Myf5の発 現量 が低 い こ とを,ま
たMyf5とMyoDの発現 は筋線 維i型との相関 があ るこ とを明 らかに した。 さらに,増 殖 中の筋衛 星細
胞 で詳 細な解析 を行 い,ウ シ培養筋衛 星細胞 でのMyf5また はMyoD一・myogenin-MRF4のMRF群
活性化 のカスケー ドを提案 した。終末分化 上流 におい て,Myf5とMyoDが重 要な役割 を担 うと予測
され る ことか ら,MyoDとMyf5の遺伝 子発現 をそれ らの アンチセ ンス オ リゴDNAで 阻害 して筋衛 星
細胞 の終末 分化 を解析 した。MyoDのア ンチセ ンス オ リゴDNAは,分 化誘 導後4日 目に筋管形成 と
MRF4,α4integrin,Myosinheavychain(MyHC),速筋型 お よび遅筋型troponinT(TnT)の発現 を抑
制 した。一方,Myf5のア ンチセ ンスオ リゴDNAは,筋 管形成 とMRF4の発現 を抑制 したが他 の各 因
子 の発 現 を抑制 しなか った。 この様 に,ウ シ筋衛 星細胞 の筋分化過程 でのMyf5とMyoDの役割 の相
違 が明 らかに され た。
次に,ウ シの細胞接着 分子 のcDNA塩 基配 列 を決定 し,筋 衛星細胞の分化に及ぼす影響 を解 析 した。
α4inte帥ncDNA塩基配 列は1033アミノ酸 をコー ドし,ア ミノ酸配 列ではマ ウス,ヒ トとそれ ぞれ
81.1,85.9%の相 同性 を有 した。VCAM-1は,2種 のアイ ソフォー ム(VCAM-7D,VCAM-6D△7)
があ り,cDNA塩基配列の決定 によ りアイ ソフォーム間の違 いは第7免 疫 グ ロブ リン様(Ig)ドメイ ン
の有無 であ るこ とを明 らかに し,個 々のcDNAは739,650アミノ酸 をコー ドした。分子全長 ア ミノ
酸配列 では,ヒ ト,ブ タ,マ ウス,ラ ッ トとの間で70%以 上 の相 同性 を有 した。 α4integrinは,培
養 筋衛 星細胞 の増殖期 か ら筋管形成期 にかけて定常的 に,分 化後 では筋管で強い発 現 がみ られ る こと
か ら,α4integhnが筋管 の成 熟に 関与す るこ とが示 され た。VCAM-1は筋組織 培養衛 星細胞 の増
殖期,筋 管形 成期 のいずれ の段階 でも発現 したが,一 貫 してVCAM-7Dの発現割合 が高 かった。 さら
に,VCAM-7Dの発現 は骨格筋細胞 のみで あった こ とか ら,VCAM-7Dが筋衛星細胞 の筋管形成 と骨
格 筋組織 の維持 に重 要 な役割 を果 たす こ とが示 され た。抗 α4integdnまたは抗VCAM-1抗体 は,分
化誘導後4日 目で筋管 形成 を抑 制 し,MyoDとMyf5の発 現 を増加 した。 これ らの抗体 の筋管形成抑
制効果 は筋管形成 前に限定 され た。 この こ とか ら,α4integrinとVCAM-1が細胞融合前 で筋管形成
を制御 し,Myf5とMyoDの発現調 節を行 うことが示 された。
本論 文で は,ウ シ筋衛 星細胞 の分化 過程 で,Myf5とMyoDが筋管 形成 に,MyoDが 収縮装置 構成
因子の発現 に必須な役割 を担 うこ と,MyoDは α4integrinの発現 を制御す るが この発現制御 は可逆的
で あるこ と,α4integdnまた はVCAM-1が細胞 融合以前 の段 階で筋管形成 を制御す る こと,筋 管形
成期以降 に両因子がMyf5とMyoDの発 現 を制御す るな ど,多 くの新知 見が明 らか に され た。 この こ
とは,産 肉性 向上 を試 み る上 で,新 た な研究 展 開を提示す る もので あ り,高 く評価 され る。 よって,
審査員一同は,こ れ を博 士(農 学)の 学位 を授与す るに値す るもの と判定 した。
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